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研究成果の概要（和文）： 
pH応答型抗酸化ニトロキシドラジカル含有ナノ粒子を用いた腎臓虚血再灌流障害の治療は、粒
子形成により低分子薬の副作用・毒性を低減するだけでなく、虚血部位のpH低下に応答して粒
子崩壊することで活性酸素種を消去し、高い治療効果を示すことが明らかとなった。このように
疾病環境で特異的に崩壊するインテリジェントナノ粒子は、新しい酸化ストレス疾患に対する治
療薬として期待される。  
 
研究成果の概要（英文）： 
We have developed pH-sensitive nitroxide radical-containing nanoparticles (RNPN) prepared by a 
self-assembling amphiphilic block copolymers (PEG-b-PMNT; poly(ethylene 
glycol)-b-poly[4-(2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl)aminomethylstyrene]). This self-assembled 
RNPN disintegrates at pH below 7.0 because of a protonation of amino groups in the hydrophobic 
segment of the PEG-b-PMNT, thereby resulting in an improvement in ROS scavenging activity. Using a 
renal ischemia-reperfusion induced acute kidney injury model in mice, the protective effect of RNPN 
was evaluated. The formation of polymeric micelle in bloodstream and disintegration of RNPN in injured 
kidney area were confirmed by electron spin resonance spectra. Due to these characters, the RNPN 
showed extremely high ROS scavenging activity and renal protective effect, compared to low molecular 
weight nitoroxide radical derivatives. It is interesting to note that the side effect of nitroxide radicals was 
markedly suppressed due to the compartmentalization of nitroxide radicals in the core of RNPN in 
untargeted area. On the basis of these results, this system is expected as a new medication for therapy of 
various oxidative stress injuries. 
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１．研究開始当初の背景 
酸化ストレス障害は、動脈硬化や糖尿病、虚
血再灌流障害だけでなく、パーキンソン病や
アルツハイマー病などの要因の一つとして
考えられている。そこで近年、この酸化スト
レス障害を画像化するためのイメージング
プローブや治療薬に大きな注目が集まって
いる。特に、活性酸素と反応することで蛍光
シグナルが ON となる蛍光色素が開発され注
目を集めているが、実際に大動物やヒトの深
部まで非侵襲的にイメージングすることは、
自家蛍光や光の透過性の問題があるため困
難である。また治療薬として、これまでに水
溶性抗酸化剤のアスコルビン酸(ビタミン
C)・グルタチオンや脂溶性抗酸化剤のトコフ
ェノール(ビタミン E)、また活性酸素消去作
用をもつ薬剤としてセレン含有化合物であ
るエブセレンなど様々な化合物について検
討されてきたが、水溶性抗酸化剤の場合、腎
からの急速な排泄が問題となり、また脂溶性
抗酸化剤の場合、水溶液に対する溶解性が低
く、実際に血液中への投与が困難である。
2,2,6,6-テトラメチルピペリジン-1-オキシル
(TEMPO)などのニトロキシルラジカルは、
ROS と効率的に反応し消去するだけでなく、
電子磁気共鳴イメージング(EPRI)や磁気共鳴
イメージング(MRI)の造影剤としても機能す
る。しかしながら、従来用いられてきた低分
子ニトロキシルラジカルは、腎臓での濾過作
用により、ほとんどのプローブが体外に急速
に排泄されてしまうだけでなく、投与後急激
な血圧低下が生じるといった問題点を有し
ている。そこで、我々は、このニトロキシル
ラジカルをナノ粒子に封入することによっ
て、この低分子ニトロキシルラジカルプロー
ブの問題点を解決し、さらに生体内の酸性環
境で崩壊するナノ粒子の設計・開発を行って
きた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、酸化ストレス障害の診断と治療を
行うナノデバイスの開発を目的として行っ
た。我々は、ニトロキシルラジカル含有コア
－シェル型ナノ粒子(RNP)を設計し、生体内
で発生する ROS を非侵襲的にイメージング
し、さらに脳・心臓や腎臓等の虚血再灌流疾
患やアルツハイマー病などの酸化ストレス
障害に対する新しい治療薬の創製を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
1) ニトロキシルラジカル含有ナノ粒子
(RNP)の合成 
RNPは、我々独自のルートで作製したPEG
とポリクロロメチルスチレンブロック共重
合 体 に
4-amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl(a
mino-TEMPO)を導入することにより得られ
るブロック共重合体（PEG-b-PCTEMPO）を
水中で自己組織化することで作製した。 
 
2) 虚血性腎臓疾患のための治療薬の開発 
ICR マウス（麻酔下）の一方の腎臓を摘出し、
もう一方の腎動脈・静脈をクリップで留める
ことにより虚血を行い、一定時間後クリップ
を解除することで再灌流を行った。再灌流か
ら 5 分後、低分子の TEMPO 誘導体と RNP を
投与した。腎臓の機能障害は、血漿中クレア
チニンと血漿中尿素窒素を測定し、腎機能保
護効果の評価を行った。さらに酸化ストレス
マーカーの評価を行った。 
 
４．研究成果 
親水性で生体適合性の高いポリエチレング
リコール(PEG)とポリクロロメチルスチレン
誘導体のブロック共重合体を博士後期課程
在学中に新規に合成し、疎水性セグメント側
鎖に 2,2,6,6-テトラメチルピペリジン-1-オキ
シル(TEMPO)残基をエーテルおよびアミノ
基を介して結合させた二つのレドックスポ
リマーを合成した（図 1 参照）。 
このブロック共重合体は水中で自己組織化
して 40nm程度のコア-シェル型ナノ粒子を形
成する。特にアミノ基を介してニトロキシド
ラジカルを導入したニトロキシドラジカル
含有ナノ粒子(RNPNと略記)は pH 低下にとも
なうアミノ基のプロトン化により粒子が崩
壊することを確認した。一方、エーテル結合
型(RNPOと略記)では pH に関わらず粒子の形
状を保持することが確認された。この 2 種類
の RNP はニトロキシドラジカルをナノ粒子
コア内に封入しているため、安全で、特にニ
トロキシドラジカル特有のアポトーシスの
誘導や血圧低下を誘引しない（図 2 参照）。
またその毒性は極めて低いことも細胞毒性
試験、ICR マウスを用いた急性毒性試験を用
いて確認している。 
さらに、この RNP は ESR や MR のプロー
ブとして機能するため、体内動態を標識化す
ることなく測定することができる。図 3 に、
RNP 静脈投与後採血を行い、ESR 法により
RNP 薬物濃度を測定した結果を示す。低分子
TEMPO 誘導体は、静脈投与後急速に腎排泄
されてしまうので、血中半減期が短い
(hydroxy-TEMPO の血中半減期；15 秒)。一方、
RNPNと RNPOは、血中半減期が 15 分、60 分
であり、低分子の TEMPO 誘導体に比べて、
60倍、240倍血中滞留性を向上した。またRNP
の疎水性コアに存在する TEMPO ラジカルは、
T1 緩和能を有しており、MRI による非侵襲
的生体内の画像化が可能である。RNPN を担
癌マウスの尾静脈から投与して、MRI 画像を
撮像したところ、癌組織周辺に RNP が EPR
効果(Enhanced Permeation and Retention Effect)
により集積することが確認された (図 4)。 
虚血再灌流障害に対する RNP の効果 
 脳梗塞や心筋梗塞など血流が停止した後に
再灌流を行うと、大量の ROS が発生し、これ
が再灌流後にダメージを広げることが知られ
ている。高齢化に伴い腎臓は移植や腎炎、ネ
フローゼなどにおいて頻繁に虚血-再灌流障
害の影響を受ける。申請者は、博士取得後、
腎虚血-再灌流モデルマウスを作製し、RNP
の治療効果を評価した(研究業績論文 6)。 
 まず RNP のニトロキシドラジカルを ESR に
より解析した。図 5 に示すように RNPNおよ
び RNPO ともに血中においては幅広い一本の
シグナルがみられ、これは固体中に閉じ込め
られて運動性の低下したニトロキシドラジカ
ルのスペクトルを示している。このスペクト
ルは血中での粒子の形成を意味している。一
方で虚血-再灌流後の腎臓内における ESR ス
ペクトルは RNPO では血中と同様ブロードな
スペクトルを示すのに対し、RNPNでは鋭い三
本線を示している。これは虚血-再灌流に伴う
解糖系の亢進により pH が低下し、RNPNの崩
壊がおこり、ニトロキシドラジカルが露出し
たことを示す結果である。このように pH 低
下に伴い崩壊するナノ粒子 RNPN のスイッチ
ングが、実際の虚血-再灌流腎において起こっ
ていることが証明された。さらに、図 5e に腎
臓-虚血再灌流モデルに対する RNP の効果を
示す。虚血再灌流後 RNP を投与することによ
り、マウス血漿中のクレアチニン(Cr)や血漿中
尿素窒素(BUN)は、優位に低下し、低分子ア
ミノ-TEMPO やヒドロキシ-TEMPO に比べて
も高い治療効果を示すことが明らかとなった。
特に pH崩壊型のRNPNはRNPOに比較しても
高い効果を示すことが確認された。このよう
に梗塞-再灌流障害に対する RNP のきわめて
 
図 2. RNPN および RNPO を投与した後の血圧変動
 
図 3. RNPN と RNPO の血中滞留性 
 
 
図 4 RNPNを静脈注射後の担癌マウスの T1 強
調画像:左足腫瘍部位に強い MR 信号が確認され
る。 
 
図 5. 腎供血再灌流マウス血中および腎臓中の
RNPN および RNPO の ESR スペクトル(a〜d)
および BUN およびクレアチン量(e)AT: アミノ
-TMEPO, HT: ヒドロキシ-TEMPO
高い効果を有するだけでなく、他には潰瘍性
大腸炎やアルツハイマー、脳出血など様々な
酸化ストレス疾患に対して治療効果を示すこ
とが明らかとなっており、これまでになかっ
た革新的治療薬として期待される。 
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